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Рассматривается возможность создания новых гемосорбентов на основе олигопептидных аналогов эпитопов 
протеина А Staphylococcus aureus и полиэтиленовой матрицы. Предложена удобная методика получения гемосор-
бентов и проведены первичные экспериментальные испытания.
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The possibility for development of new hemosorbents based on oligopeptide analogues of Staphylococcus aureus protein 
A epitopes and polyethylene matrix, is discussed. A convenient method for hemosorbent preparation has been developed and 
primary tests have been performed.
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Введение. Для коррекции состояний, связанных с повышенным титром иммуноглобулинов 
класса G(IgG) в крови человека, успешно используется метод иммуносорбции [1]. К областям при-
менения данного метода относятся трансплантология, онкология и, безусловно, лечение заболе-
ваний аутоиммунной природы [2]. Известно, что удаление общего пула IgG посредством исполь- посредством исполь-посредством исполь-
зования иммуносорбентов значительно улучшает прогноз при лечении состояний, связанных  
с повышенным уровнем IgG в крови. В клинической практике используются IgG-гемосорбенты на 
основе различных активных лигандов, которые можно условно разделить на две группы. К пер-
вой относятся сорбенты, основным действующим веществом которого является высокомолеку-
лярное соединение. Это сорбенты на основе поликлональных антител к IgG человека и протеина 
А Staphylococcus aureus [4]. Вторая группа – это сорбенты с аминокислотами триптофан и фенил-
аланин в качестве активного вещества [5, 6]. Помимо этого, известны также сорбенты с исполь-
зованием производных триазина [7]. Однако все сорбенты с вышеперечисленными лигандами 
имеют ряд существенных недостатков. Так, например, для сорбентов на основе антител и про-
теина А характерны высокая стоимость, сложность и специфичность получения (в зависимости 
от использования нативного или рекомбинантного белка, или его доменов), а также невозмож-
ность их стерилизации путем автоклавирования. Немаловажный отрицательный фактор этих 
сорбентов – высокая иммуногенность, подтверждением этого факта является множество ста- 
тей с описанием побочных реакций вплоть до летальных исходов [8–10]. Вследствие чего один  
из сорбентов на основе протеина А (Prosorba; ImreCorp, Сиэтл, США) снят с производства  
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с 2006 года [11]. Для сорбентов, в качестве лигандов для которых выступают аминокислоты  
и производные триазина, характерны способность выдерживать длительное хранение и автокла-
вирование, более простой и дешевый способ их получения, но они отличаются в худшую сторону 
по специфичности связывания IgG по сравнению с описанными выше иммуносорбентами. Поэ-
тому перспективным является создание иммуносорбента, не уступающему по показателям сор-
бентам с протеином А, но с более простым и быстрым способом получения, а следовательно,  
и менее затратным в финансовом отношении. Для оптимального по всем параметрам результата 
нами предложены варианты создания гемосорбентов на основе олигопептидных аналогов эпито-
пов протеина А Staphylococcus aureus.

Методика эксперимента. Для получения вариантов олигопептидных аналогов активного 
центра протеина А Staphylococcus aureus были проанализированы с помощью методов конфор-
мационного анализа структуры комплекса протеин А – Fc-фрагмент иммуноглобулинов класса 
G (структуры 1FC1 и 1FC2). Поиск контактов взаимодействия протеина А с Fc-фрагментом им-
муноглобулина G проводили в структуре, полученной с помощью Программы оптимизации бел-
ков и счета конформаций, разработанной на базе лаборатории прикладной биохимии Института 
биоорганической химии НАН Беларуси.

Проведен химический синтез выделенных олигопептидных аналогов активного центра про-
теина А состава Gln–Phe–Phe–Tyr–OMe и Gln–Ile–Asn–Ser–OMe. Основным методом образова-
ния пептидной связи был выбран карбодиимидный, в качестве конденсирующего агента исполь-
зовали диизопропилкарбодимид, противорацемической добавки – 1-оксибензотриазол. Для бло-
кирования α-аминогрупп использовали трет.бутилоксикарбонильную защиту. Ее отщепление 
проводили обработкой пептидов 3,5–5,0 н. раствором HCl в этилацетате. Карбоксильные группы 
блокировали путем образования метиловых эфиров. Разработанная схема синтеза включает 6 син-
тетических стадий (рисунок).

Чистота и первичная структура созданных пептидов подтверждены методами масс-спектро- 
метрии, аминокислотного анализа, ВЭЖХ, ТСХ.

Для получения образцов сорбентов были использованы активированные ионизирующим из-
лучением гранулы полиэтилена с привитой акриловой кислотой, к которым присоединялись оли-
гопептидные лиганды (1) Gln–Phe–Phe–Tyr–OEt и (2) Gln–Ile–Asn–Ser–OMe. Для концентрации 
1 мг на 5 гранул взвешивали 2 мг пептидов и растворяли их в 2 мл смеси диметилформалида 
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(ДМФ) и воды (1:1). Затем к смеси с пептидом (1) добавляли 0,741 мкл диизопропилэтиламина 
(ДИЕА) и 0,936 мкл диизопропилкарбодиимида (ДИПК); для смеси с пептидом (2) – 0,651 мкл 
ДИЕА и 1,231 мкл ДИПК. Отобрали 1 мл смеси для последующего анализа (нулевой контроль). 
Следовательно, концентрация пептидов в полученном растворе составляет 1 мг/мл. Далее к рас-
твору добавляли 5 гранул отмытого полиэтилена с привитой акриловой кислотой, после чего 
следовала инкубация на шейкере в течение 12 ч. Для анализа количества несвязавшегося пептида 
была отобрана проба раствора. Гранулы отмывали дистиллированной водой. Для концентрации 
пептидов 5 мг на 5 гранул взвешивали 6 мг пептидов и растворяли в 1,2 мл смеси ДМФ и воды 
(1:1). Затем к смеси с пептидом (1) добавляли 2,222 мкл диизопропилэтиламина (ДИЕА) и 2,808 
мкл диизопропилкарбодиимида (ДИПК); для смеси с пептидом (2) – 1,953мкл ДИЕА и 3,692 мкл 
ДИПК. Для последующего контроля связывания пептидов с матрицей отбирали 0,2 мл данного 
раствора. Далее к раствору добавляли 5 гранул отмытого полиэтилена с привитой акриловой 
кислотой, с последующими инкубацией, отбором пробы раствора для анализа несвязавшегося 
пептида и отмыванием дистиллированной водой.

В качестве функциональной оценки связывания полученных образцов сорбентов с Fc-фраг- 
ментом иммуноглобулинов использовали иммуноферментный анализ [12]. Для этого в качестве 
иммуноферментной тест-системы был использован набор «IgG общий – ИФА – БЕСТ» фирмы 
«Вектор Бест» (Новосибирск, Россия), предназначенный для иммуноферментного определения 
концентраций общего IgG в сыворотке крови и других биологических жидкостях человека.

Для определения наличия и степени связывания с Fc-фрагментом общего IgG исследуемых 
тетрапептидов в качестве активных лигандов использовали твердофазный метод иммуноанали-
за, основанный на принципе «сэндвич» (двуцентровый иммуноанализ). Непосредственно перед 
проведением анализа получали искомые варианты комплекса, который состоит из одной гранулы 
каждого из сорбентов, а также гранул матрицы без лиганда в качестве контроля и Fc-фрагмента 
общего IgG в различных соотношениях 12:1; 6:1; 12:5; 6:5 соответственно. Для этого использо- 
вали рабочий буфер из набора, образцы сорбентов с известной концентрацией тетрапептидов  
(1 и 5 мг/мл) и IgG с концентрацией 12 и 6 мг/мл. Данный комплекс инкубировали при 37 °С в тече-
ние 30 мин. 

Дальнейший анализ проводили в две стадии. На первой стадии калибровочные образцы c из-
вестной концентрацией IgG и анализируемые образцы комплекса сорбент–Fc-фрагмент IgG,  
а также контрольные образцы (нулевой контроль и контрольные образцы гранул матрицы без ли-
гандов) инкубировались в лунках стрипированного планшета с иммобилизованными монокло-
нальными антителами (MAb) к IgG. Затем планшет отмывали промывочным буфером. На вто-
рой стадии связавшийся в лунках IgG и комплекс IgG-тетрапептид обрабатывали конъюгатом 
MAb к легким (лямбда и каппа) цепям иммуноглобулинов человека с пероксидазой. После отмы-
вания избытка конъюгата образовавшиеся иммунные комплексы «иммобилизованные МAb–
IgG–конъюгат» выявляли ферментативной реакцией пероксидазы с перекисью водорода в при-
сутствии хромогена (тетраметилбензидина). После остановки пероксидазной реакции стоп-ре- 
агентом результаты учитывались фотометрически (многоканальный спектрофотометр Ф300, РУПП 
«Витязь»).

Результаты исследований и их обсуждение. Смоделированные тетрапептидные аналоги 
состава Gln–Phe–Phe–Tyr–OEt и Gln–Ile–Asn–Ser–OMe, синтезированные с помощью классиче-
ских методов пептидного синтеза, использованы для создания сорбентов. Предложенные схемы 
синтеза Gln–Phe–Phe–Tyr–OEt и Gln–Ile–Asn–Ser–OMe являются наиболее оптимальными и име-
ют высокий выход целевого продукта (47 и 40%).

При проведении качественной оценки функции связывания полученных сорбентов на основе 
тетрапептидных аналогов активного центра протеина А Staphylococcus aureus с Fc-фрагментом 
иммуноглобулинов с помощью иммуноанализа установлено, что блокированный активными ли-
гандами на поверхности гранул Fc-фрагмент IgG не связывается с иммобилизированными анти-
телами, характеризующимися аффинностью к Fc-фрагменту. В данном случае определяемая 
концентрация иммуноглобулина G в комплексе с сорбентами будет обратно пропорциональна 
проценту ингибирования Fc-фрагмента антитела, т. е. чем выше полученные в тесте значения 



концентрации IgG, тем менее интенсивно связывание сорбентов с Fc-фрагментом. Интенсив-
ность окраски хромогена при этом пропорциональна концентрации IgG в анализируемом образце 
и обратно пропорциональна количеству образовавшегося комплекса антитела с сорбентами, т. е. 
чем выше интенсивность окраски в конце анализа, тем хуже исследуемые сорбенты связывают 
IgG. В результате проведения иммуноанализа было отмечено, что сорбент с пептидом Gln–Phe–
Phe–Tyr–OEt в качестве активного лиганда связывает 86% внесенного в раствор иммуноглобули-
на G. Сорбент с пептидом Gln–Ile–Asn–Ser–OMe не проявил никакой активности в отношении 
IgG, т. е. связывания с иммуноглобулином не было установлено.

В качестве подтверждения результатов анализа проводили исследование ряда контрольных 
образцов. Контрольные образцы исследуемого IgG и IgG из набора дали значения, соответству-
ющие исходным. Нулевой контроль показал, что взаимодействия тетрапептидов с моноклональ-
ными антителами (как с иммобилизированными, так и меченными пероксидазой), а также гра-
нул матрицы с иммуноглобулином не наблюдается. 

Полученные данные могут свидетельствовать о том, что при проведении иммуноферментно-
го анализа образуется устойчивый комплекс Fc-фрагмента иммуноглобулина G и полученного 
сорбента с Gln–Phe–Phe–Tyr–OEt в качестве лиганда. Причем результаты связывания IgG сорбен-
том не уступают зарубежным аналогам (Prosorba, Immunosorba). Таким образом, сорбент с лиган-
дом Gln–Phe–Phe–Tyr–OEt является функционально активным в отношении Fc-фрагмента имму-
ноглобулина G.

Заключение и выводы. В результате проведенных с помощью Программы оптимизации бел-
ков и счета конформаций исследований установлено, что тетрапептиды Gln–Phe–Phe–Tyr–OEt  
и Gln–Ile–Asn–Ser–OMe предположительно являются участками активного центра протеина  
А для связывания Fc-фрагмента иммуноглобулинов класса G, для получения которых разработана 
схема химического синтеза. Разработана оптимальная методика создания сорбента на основе 
гранул полиэтиленовой матрицы и синтезированных пептидов. Проведены исследования одной 
из важнейших функциональных характеристик полученных сорбентов, а именно их связывание 
с Fc-фрагментом иммуноглобулинов класса G. Полученные данные показывают, что один из полу-
ченных сорбентов является функционально активным в отношении иммуноглобулинов класса IgG. 
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